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摘要 : 基于 线粒体 DNA (mDNA) 的 研究 对 于 人 群 源流 迁移 ， 线粒体 相关 疾病 病因 的 探讨 和 法 医 鉴定 等 具 
有 重要 意义 ， 就 检测 人 号 粒 体 突变 的 一 些 常用 方法 ， 好 RFLP, SSO 和 控制 区 测序 等 作 一 小 结 和 归纳 ， 并 重点 介 
绍 目前 mtDNA 突变 的 辛 选 方法 和 思 瞳 。 另 外 ,还 总 结 了 近年 来 对 人 mDNA 方面 的 研究 结果 ， 对 世界 人 群 中 主 
要 单 倍 型 类 群 (haplogroup) 特征 变异 位 点 和 相应 的 酶 场 答 测 引物 作 了 归纳 。 


ERA: mDNA; RFLP; SSO; 控制 区 ; 单 倍 型 类 群 ， 思 路 


中 图 分 类 号 : 0987. 039 ЖЕБЕШ. А 


近年 来 ,有 关 世 界 各 人 群 mDNA 的 研究 进展 、 
数据 处 理 方法 的 改进 .mtDNA 标记 和 来 自 核 基 因 标 
记 结 果 在 揭示 人 群 迁 移 历 中 方面 的 异同 ,以 及 mD- 
NA 与 语言 是 否 有 协同 进化 关系 .古老 ОМА 研究 和 
当前 关于 mDNA 是 否 存 在 重组 、 进 化 速率 到 底 有 多 
大 的 争论 等 问题 已 有 综述 报道 ( 姚 永 刚 和 张 亚 平 ， 
2000) ,但 是 缺乏 mDNA 变异 的 检测 方法 和 思路 的 
ЛЯ, НИ mtDNA 在 研究 现代 人 类 起 源 和 
人 群 迁移 中 依然 是 广泛 使 用 的 遗传 标记 (Ingman et 
al.,2000; Richards et al., 1998, 2000; Yao et al., 
20002, b, 2001; Kivisild et a4. , 2001); 同时 ,通过 比 
较 正 常人 的 mDNA 序列 和 患 有 mDNA 疾病 人 的 序 
列 可 以 推测 某 些 线粒体 疾病 的 致 病原 因 {(Ozawa ег 
al. 1991 ; Ozawa , 1995; Tawata et al. ,2000;Perucea- 
Lostanlen et а}. .2000) ,探讨 线粒体 突变 与 衰老 的 关 
系 ( Chinnery et al., 2001) 以 及 法 医 鉴定 (Witig， 
2000) 等 ,因此 ,有 必要 介绍 当前 mDNA 的 一 些 研 究 
方法 和 研究 思路 ,以 期 为 国内 同行 开展 这 方面 的 研 
究 起 到 抛砖引玉 的 作用 。 

人 类 mDNA 全 长 为 16 569 bp, 共 编码 13 种 线 
粒 体 氧化 磋 酸 化 呼吸 链 组 成 酶 所 必需 的 多 肽 : ND1 
(NADH dehydrogenase subunit 1,3307 ~ 4263) .ND2 
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(4470 ~ 5513), CO І (cytochrome с oxidase subunit 
1.5904 ~ 7445). СО I (7586 ~ 8269). ATPase8 
LATP synthase ЕО subunit 8,8366 ~ 8572) . АТРазеб 
(8527 ~ 9207) СО Ш (9207 ~ 9989) . ND3 (10059 ~ 
10406), ND4L (10470 ~ 10766), ND4 (107860 ~ 
12139) №05 (12337 ~ 14148) .ND6 (14149 ~ 14673) 
和 Cyt b (cytochrome b, 14747 ~ 15883); 125rRNA 
(125 ribosomal ВМА, 648 ~ 1601); 165 rRNA (1671 
~ 3229 fll 22 个 tRNA( 括 号 内 数字 为 标准 序列 的 编 
号 ,Anderson et al . ‚1981; Andrews et а1.,1999)„ 5 
外 ,mtDNA 序列 中 还 存在 一 些 非 编码 序列 ,其 中 比 
较 重 要 的 是 mtDNA 复制 的 控制 区 (control region， 
displacement loop ,D-Loop )。 

总 之 ,一切 能 况 检 测 突变 多 态 的 方法 都 可 应 用 
于 mDNA 的 研究 ， 随 着 突变 检测 技术 的 发 展 和 数 
据 的 积累 ， 各 种 新 的 检测 手段 和 想法 不 断 产 生 并 在 
mtDNA 研究 中 得 到 应 用 。 


1 早期 工作 


早期 对 mtDNA 的 研究 主要 是 通过 对 血液 .胎盘 
等 组 织 匀 浆 破 碎 离 心 提取 mtDNA ,进而 用 多 种 限制 
性 内 切 酶 进行 酶 切 .这 在 80 年 代 和 90 年代 初 有 较 
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多 的 报道 (Brega et al., 1986; Horai & Matsunaga, 
1986). 国内 这 方面 的 工作 起 步 也 较 早 , 贺 林 等 
(1987) . fir РАН $ (1988) 907591013: T 32 E] DC 8 
ЖЖ .回族 和 维 吉 尔 族 等 少数 民族 人 群 问 的 关系 。 后 
来 , 晋 华 蕉 等 (1995) 又 使 用 相同 的 方法 对 贵州 的 汉 
族 ,苗族 ,布依 族 和 水 族人 群 进行 了 研究 。 由 于 女 制 
性 酶 切 在 检测 多 态 时 检测 的 是 该 酶 酶 切 位 点 4~6 
bp 中 的 变异 情况 ,其 他 的 变 蜡 情况 因 不 在 所 使 用 的 
限制 性 内 切 酶 的 识别 范围 内 而 不 能 被 检测 到 。 另 
外 ,对 胎盘 标本 提取 的 mtDNA 进行 全 序列 酶 切 也 由 
于 在 电泳 时 分 辩 率 有 限 而 不 能 判断 某 些 位 点 上 的 变 
异 情况 ,这 在 一 定 程度 上 限制 了 酶 切 方 法 的 使 用 。 
现在 已 少见 使 用 这 种 方法 的 报道 。 


2 SSO 杂交 


SSO t sequence-specific oligonucleotide hybridiza- 
tion) 最 早 应 用 于 mDNA 帘 变 检测 的 是 美国 宾 儿 法 
尼 亚 州 立 大 学 Mark Stoneking (现在 德国 马 普 进化 
人 类 学 研究 所 , Мах Planck Institute for Evolutionary 
Anthropology) 领 导 的 研究 小 组 。 应 用 这 种 方法 ,他 
们 对 于 东南 亚 岛 屿 人 人群、 太平洋 岛屿 人 群 和 澳洲 大 
陆 人 群 进行 了 较 多 的 研究 (Melton et al. ,1995;Redd 
& Stoneking, 1999)。 近 期 , Comas et аі. (1999) 和 
Reynolds et al .(2000) 通 过 固定 化 的 SSO 探 针 对 不 
同 的 人 群 进行 了 mDNA 第 2 高 变 区 序列 变异 的 分 
Fr. 这 种 方法 诛 理 比较 简单 , 即 在 某 一 特定 片段 上 
设计 一 系列 20 bp 左右 的 寡 聚 核 背 酸 标记 探 针 ,并 
与 特定 片段 的 扩 增产 物 在 一 定 离子 强度 的 杂交 液 和 
温度 下 杂交 。 如 果 扩 增 的 目的 片段 上 存在 的 变异 正 
好 处 在 探 针 与 之 结合 的 部 分 , 探 针 和 扩 增 的 片段 就 
不 能 结合 。 杂 交 反 应 在 固定 有 探 针 或 扩 增 产物 的 杂 


X1 


交 膜 上 发 生 ,杂交 完毕 后 进行 显 色 分 析 判 别 有 无 结 
fro SSO 方法 的 优点 是 快捷 方便 ,可 以 在 短期 内 检 
测 大 量 样品 ,缺点 是 探 针 检测 的 位 点 有 限 , 某 些 未 知 
位 点 不 能 很 好 地 被 检测 出 来 。 


3 高 分 辨 率 RFLP 


基于 剑桥 标准 序列 (Cambridge reference se- 
quence,CRS) 设 计 一 系列 引物 扩 增 特定 区 段 , 进 而 
进行 酶 切 。 这 在 各 大 洲 人 群 中 进行 了 很 多 的 工作 ， 
其 中 以 美国 的 爱 墅 大 学 (Emorm University) Wallace 
研究 小 组 的 工作 最 具有 开创 性 和 系统 性 。 早 在 
1992 年 ,他们 就 设计 了 9 对 引物 重 释 扩 增 出 mDNA 
的 全 序列 ,进而 采用 14 种 限制 性 内 切 酶 (dlu I. 
Ава [| , ВатН І. Рае Г, Наг |, Hae Ш, Hha Т. 
Hinf I „Hinc II , Hpa | , Нра || /Msp Г, Mbo ] , Rsa 
ТЖ Tag I )i fT Ri ЕЈ FP SE МЕ ЈЕ. f ЖУ (haplotype ) a 
采用 这 种 高 分 辩 率 限制 性 酶 切 high resolution 
RFLP) 方 法 ,Wallace 和 同事 对 亚洲 人 群 . 美 洲 人 群 
和 非洲 人 群 做 了 大 量 工 作 (Ballinger et a! . ,1992; 
Тоггопі et а1.,1992, 1993, 1994, 1996, 1998 ; Chen et 
al . , 1995; Brown et al., 1998; Starikovskaya et al., 
1998; Schurr et а! .,1999 ; Chen et al . ,2000) ,相关 内 
容 可 参见 Wallace 近期 写 的 关于 他 们 工作 的 综述 文 
章 (Wallace et аі. ,1999)。 由 于 这 种 方法 是 基于 对 
长 度 为 1000~ 3 000 bp 的 片段 进行 酶 切 , 可 广泛 使 
用 识别 4 碱 基 的 内 切 酶 , 酶 切片 段 在 不 同 浓度 的 琼 
脂 糖 (1.5% ~ 3% ) RE РУ ЖЕНЕ (59% ~ 12%) 
上 能 很 好 分 离 ,检测 的 灵敏 度 和 分 辩 率 都 较 高 。 通 
过 这 种 方法 ,大 致 可 检测 到 约 20% Н) mDNA = 
列 变异 情况 。 表 1 列 出 了 高 分 辩 率 RFLP 工作 的 9 
对 引物 和 相关 信息 (Torroni et al. ,1992)。 


用 于 高 分 辨 率 RFLP 工作 的 9 对 重要 扩 增 引物 


Table 1 Тһе 9 pair of primers for the high resolutlon RFLP that reported by Torroni et al. (1992) 


тв 轻 链 引 物 序 列 (5" - 3") 引物 位 置 了 重 链 引物 序列 {5’ - 3) 引物 位 置 
(fragment) (light strand primer sequence ) (primer locations) (heavy strand primer sequence ) (primer locations) 
1 GTAACATGGTAAGTGTACTG 1562 ~ 1581 GGCTACTGCTCGCAGTG 3717 - 3701 
2 CCCG ATGGTGCAGCCGC 3007 ~ 3023 CGGTCGGCGA ACATCAGTGG 5917 ~ 5898 
3 ССАССАТСАСССТССТТ 5317 ~ 5333 ССТАСТТССССТССАТСТССС 7608 ~ 7586 
4 GGATGCCCCCCACCCTACC 7392 ~ 7410 CCTTGTGGTAAGAAGTGGGC 8921 ~ 8902 
5 CCCCTCTAGAGCCCACTCTAAAGC — 8282 ~ 8305 СТАСТААСССТАССАСССТС 10107 - 10088 
6 ССААСССССССССТСАТАСТСС 9911 ~ 9932 ТССССССТААССССАССТТАССС 11873 ~ 11851 
了 СССССТСААССТТСАСССС 11673 ~ 11691 ССССАТТСТССССТСТСТС 13950 - 13932 
B CGGATTCTACCCTAGCA 13914 ~ 13930 ССААССТСТССССТАТТТАСС 16547 ~ 16527 
9 ССССССССАТААСАСТТССС 16453 ~ 16472 GGAGTGGGTTTGGGGCTAGG 1696 ~ 1677 


中 位 置 根据 标准 序列 命名 (the locations were named according te CRS). 
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这 种 高 分 辩 率 RFLP 方法 在 实际 工作 中 已 经 被 
证 明 是 一 种 行 之 有 效 的 方法 ,近期 还 有 被 使 用 的 报 
道 (Schurr et al., 1999; Chen et al., 2000; Ding et 
al . ,2000) ,但 这 种 方法 的 商 端 也 很 明 吕 .DHpa Т. 
Аза 下 等 限制 性 内 切 酶 的 价格 较 高 ,花费 较 大 。 忆 工 
EEK. 假定 我 们 检测 100 个 个 体 ,这 样 扩 增 次 数 
是 100 x 9 = 900, 而 每 一 个 扩 增 片段 需 进 行 14 
次 酶 切 反 应 ,所 以 酶 切 反 应 的 总 量 是 900 x 14 = 
12 600。 尽 管 在 实际 操作 中 ,我 们 可 以 将 酶 切 位 点 
少 , 反 应 条 件 相 似 辟 如 使 用 同一 种 反应 缓冲 液 的 两 
种 或 多 种 限制 性 内 切 酶 加 在 同一 反应 管 中 来 酶 解 某 
一 片段 ,但 是 实际 工作 量 仍然 很 大 。 倒 有 些 重要 变 
异 位 点 因 不 在 所 使 用 的 限制 性 内 切 酶 的 识别 范围 内 
而 不 能 被 检测 到 ,而 且 对 于 一 些 酶 切 带 型 在 分 辨 片 
段 大 小 时 也 存在 一 些 误 读 的 可 能 性 ,尤其 在 酶 切片 
段 多 且 长 度 变 异 较 大 时 。 我 们 就 痊 遇 到 过 这 样 的 问 
题 , 某 些 限 制 性 内 切 酶 的 酶 切片 段 大 小 范围 很 广 , 从 
20 ~ 400 碱 基 都 存在 , 带 型 多 达 20 多 条 ,这 样 在 统计 
时 一 些小 片段 根本 无 法 准确 地 确定 。 思 在 扩 增 时 某 
些 引物 存在 非特 异性 现象 , 酶 切 时 会 有 一 些 副 带 出 
现 ,需要 经 验 才能 准确 识别 酶 切 位 点 ,目前 解决 这 


一 问题 较 好 的 方法 是 ,在 开始 工作 之 前 ,分 析 已 发 表 
的 各 人 群 RFLP 数据 ,熟悉 一 下 目前 已 经 确认 的 酶 切 
位 点 ,再 判别 带 型 和 新 的 酶 切 位 点 ,这样 也 许 会 容易 


一 些 
== 


4 控制 区 序列 测序 分 析 


由 于 mtDNA 的 基因 具有 很 大 的 简约 性 和 经 济 
性 (Anderson et al. ,1981), 非 编码 序列 比较 少 ,由 于 
处 于 mtDNA 复制 控制 区 的 长 度 约 为 1122 bp 的 序列 
不 编码 蛋白 ,在 进化 过 程 中 选择 压力 相对 较 小 ,因而 
具有 较 其 他 区 域 更 多 的 多 态 。 研 究 也 表明 ,D - 环 的 
突变 速率 总 体 上 约 为 整个 序列 的 10 №, ЖЕНЫ 
序列 中 ,大 多 数 突变 都 发 生 在 两 段 长 度 约 为 300 ~ 
400 bp 的 区 域 (Vigilant er a/., 1989) ,被 统称 为 第 1 
高 变 区 (hypervariable segment. I ) 和 第 2 高 变 区 (hy- 
pervariable segment I}, 目前 ,大 多 数 对 于 D- ЖА 
列 的 测定 都 集中 在 这 两 个 区 域 (Yao et al. ,2000a,b， 
2001;Alvise-Slica et al . ,2000)。 我 们 从 已 发 表 的 相 
关 文献 上 收集 了 一 些 用 于 这 两 个 高 变 区 序列 扩 增 和 
测序 的 引物 ( 表 2), 其 中 引物 115996/Н16401 和 
L15996/H16498 使 用 较 多 ,在 我 们 的 工作 中 ,这 两 对 


#2 人 类 mtDNA 控制 区 扩 增 和 测序 的 部 分 引物 
Table 2 Partial primers for amplification and sequencing of the control region of 





( references ) 





human mtDNA 
引物 名 称 引物 序列 (5' ~ 3") 
( primer) (primer sequence ) 
L15996 CTCCACCATTAGCACCCAAAGC 
H16401 ТСАТТТСАСССАССАТССТС 
129 ССТСТАТСАСССТАТТААССАС 
HAOR СТСТТААААСТССАТАСССССА 
115988 TCTTTAACTCCACCATTAGCA 
H16425 САТАТТСАТТТСАСССАССАТ 
116123 СТСССАСССАССАТСААТАТ 
115999 САССАТТАССАСССАААССТ 
H409 СТСТТААААСТССАТАССССС 
L16498 CCTGAAGTAGGAACCACATC 
H16498 САТСТССТТССТАСТТСАСС 
Н223 ТСААТТСТТАТТАТТАТСТССТАСАА 
[16210 CCCATGCTTACAAGCAACTA 
H16301 TGGCTTTATGTACTATCTACTG 
H16356 GTCATCCATGGGGACCAGAA 
L16208 CCCCATGCTTACAAGCAA 
H16403 АТТСАТТТСАСССАССАТСС 
115997 САССАТТАССАСССАААССТ 
115926 ТСАААССТТАСАССАСТСТТСТААААСС 
H580 ТТСАССАССТААССТАСАТА 
148 СТСАССССАССТСТССАТСС 
116209 ССССАТССТТАСААССААСТ 
H16167 GGTTTTCATCTGCATTGGCT 
L340 CTGGCCACAGCACTTAAACAC 


H285 


GGTTTGGTGCAAATTTTTTCT 
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引物 扩 增 和 测序 效果 都 很 好 ,由 于 L15996/H16498 
测序 的 片段 相对 长 一 些 ,故而 使 用 也 较 多 (Yao et 
al . ,2000 а Љ .2001 ; R&M] et al. .2001)。 另 外 一 种 
扩 增 和 测序 的 方式 是 扩 增 一 个 较 长 的 片段 ,如 采用 
引物 L15926/H408 扩 增 出 整个 控制 区 ,再 使 用 内 引 
$55 L15996,H16401.L16209 和 1.29 等 来 测序 。 

一 些 古 老 标本 如 古 尸 ,骨骼 牙齿 .腐烂 尸体 、 毛 
发 和 血 痕 等 都 存在 不 同 程度 的 DNA. 降解 ,在 进行 长 
度 大 于 300 ~ 400 bp 片段 的 扩 增 和 测序 时 困难 较 大 ， 
所 以 .设计 一 些 引 物 来 扩 增 短 的 片段 是 解决 问题 的 
一 种 好 方法 (Shinoda & Капа, 1999; Kolman & Tur- 
oss ,2000)。 另 外 ,在 某 些 个 体 .尤其 是 B 单 倍 型 类 群 
个 体 中 .由 于 16189 位 点 的 T/C 转换 会 导致 16 180 
~ 16 193 位 点 间 出 现 长 的 碱 基 C ЕЯ (Нога & 
Hayasaka . 1990; Bendall & Sykes , 1995 ) ,这 在 一 般 测 
ВЕЖЕ РЕ. ТЕ mDNA 第 2 高 变 区 303 ~ 
315 位 点 间 也 存在 相似 的 碱 基 C 重复 的 情况 ,因而 ， 
测序 轻 链 时 .只 能 准确 地 读 到 这 一 区 域 以 前 的 区 域 ， 
重 链 就 只 能 读 到 这 一 区 域 .而 对 于 这 其 中 的 长 度 变 
Я , 则 较 难 确定 。 而 且 , 由 于 重 链 比 轻 链 难 测 一 些 ， 
常常 会 导致 测 出 的 片段 不 能 完全 重重 。 对 于 这 种 情 
Я ,我 们 一 般 是 使 用 一 些 内 引物 来 测序 。 表 2 中 也 
列 了 一 些 这 样 的 内 引物 ,如 L16209、H14147、L16208 
等 。 另 外 .尤其 在 仅 轻 链 可 读 性 较 好 时 .采取 对 某 些 
个 体 进 行 两 次 或 多 次 单独 的 序列 测定 ,以 确保 序列 
的 准确 性 。 


5 D- 环 序列 分 析 与 RFLP 


由 于 目前 各 大 洲 人 群 的 mDNA 变异 主要 是 体 
现在 一 些 由 系统 发 育 上 构成 单 系 的 一 组 mDNA fit 
K (lineage , haplotype ) , BP 28 f 2 2% FE ( haplogroup ) RY 
分 布 上 .而 每 种 单 悦 型 类 群 多 都 有 一 些 特征 位 点 变 
异 , 这 些 位 点 在 mtDNA 编码 区 和 控制 区 序列 中 都 有 
体现 {Torroni et al., 1996, 1998; Macaulay et al., 
1999; Kivisild et al..2001)。 所 以 , 先 通过 DD - Ж 
列 分 析 , 初 步 确定 出 该 个 体 可 能 属于 何 种 单 倍 型 类 
群 ,进而 对 这 种 单 倍 型 类 群 的 其 他 区 域 特 征 变 异 位 
点 进行 酶 切 分 析 或 测序 证 实 是 一 种 较为 快捷 ,方便 
和 经 济 有 效 的 做 法 。 例 如 . 单 售 型 类 群 A 在 控制 区 
第 1 高 变 区 的 特征 变异 位 点 是 16223С/Т – 16290С/ 
T- 16319G/A ,根据 测 出 的 第 1 高 变 区 序列 中 是 否 
有 这 种 变异 模式 (motf) ,就 可 初步 认定 该 个 体 属 于 
A 类群 ,进而 再 检测 该 个 体 是 否 存在 663 Hae 亚 酶 切 
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位 点 予以 证 实 。 如 果 存 在 该 酶 切 位 点 ,这 一 个 体 肯 
定 是 А 类 群 ; 不 存在 该 酶 切 现象 .该 个 体 则 可 能 属于 
其 他 单 倍 型 类 群 。 从 而 再 进行 其 他 单 倍 型 类 群 特征 
位 点 的 检测 。 这 样 一 来 , 既 减 少 工作 量 . 又 经 济 节 
约 。 通 过 对 一 些 mtDNA 突变 导致 的 疾病 世系 分 析 ， 
还 可 确定 属于 某 种 单 悦 型 类 群 的 人 群 是 否 是 这 种 
mtDNA 疾病 的 多 发 人 群 .这 在 临床 诊断 中 有 着 较 大 
的 实用 价值 。 

表 3 中 列 出 了 目前 世界 各 大 洲 人 群 中 的 主要 单 
倍 型 类 群 特征 变异 位 点 及 其 酶 切 检 测 的 扩 增 引物 。 
一 般 说 来 ,有 些 单 倍 型 类 群 如 AB, CZ 等 都 可 以 简 
单 地 根据 第 1 高 变 区 序列 变异 情况 予以 划分 。 而 对 
于 像 D、E、G ,M7、M9 等 类 群 ,由 于 其 第 1 高 变 区 特 
征 变异 都 存在 16223C/T ~ 16362Т/С 变异 模式 ,而 且 
它们 的 第 1 高 变 区 其 他 特征 位 点 大 多 是 突变 热点 
(hot spot, Stonkeing, 2000) . 存在 严重 的 回复 突变 现 
象 ,因此 简单 地 根据 第 1 高 变 区 序列 进行 分 析 和 判 
别 是 不 够 的 ,甚至 是 错误 的 .这 也 是 最 近 他 人 和 我 们 
对 我 国 不 同 地 方 汉 族 地 理 群 体 分 析 时 得 到 的 经 验 
(Torroni et al., 2000; Kivisild et a1., 2001; Yao et 
al. RERA EH. 结合 其 他 片段 分 析 和 一 些 编码 
区 域 的 特定 位 点 ,可 以 解决 在 单 倍 型 类 群 的 划分 中 
存在 的 模棱两可 的 问题 (Toroni et а!., 2000). ПП 
且 , 从 目前 发 表 的 诸多 结果 来 看 ,由 高 变 区 序列 分 析 
再 到 特定 区 域 RFLP 的 验证 应 当 是 今后 人 群 mtDNA 
分 析 的 一 种 走向 。 


6 全 序列 测序 分 析 


目前 ,已 经 测序 的 人 mtDNA 全 序列 约 有 100 多 
条 (Anderson et al. ,1981; Ozawa, 1995 ; Horai et al., 
1995; Andrews et ай. , 1999; Tawata et al. . 2000; Ing- 
man et al . ,2000) ,其 中 半数 以 上 的 个 体 是 一 些 线 粒 
体 疾 病 患 者 。 对 这 些 mDNA 全 序列 的 综合 分 析 , 可 
以 推测 其 突变 是 致 病 病因 还 是 属于 稀有 突变 。 如 
tRNALe(UUR) 43243 位 点 的 突变 与 一 些 mtDNA X 
病 如 DMDF ( Diabetes Mellitus + DeaFness ) 相关 {van 
den Ouweland et al . , 1992) ,14577T/C 位 点 变异 是 二 
型 糖尿 病 的 一 种 可 能 致 病原 因 {Tawata et al., 
2000)。 通 过 分 析 这 些 患 者 的 mtDNA 世系 ,还 可 提 
示 哪 种 单 倍 型 类 群 可 能 是 某 种 mtDNA 疾病 的 易 感 
人 和 群 。 目 前 ,在 美国 的 爱 时 大 学 (Emory University ) 
有 一 个 有 关 人 类 mDNA 基因 组 的 网 站 (MITOMAP 
a Human Mitochondrial Genome Database , ћир ; / / 
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№4 Andrews etal. (1999) 测定 mtDNA 全 序列 的 28 HERE ESL 
Table 4 The 28 pairs of primers for overlapping amplification of the whole mtDNA sequence (Andrews et al., 1999) 
| pun 
引物 名 和 а GARE sus 重 链 引物 序列 UM р 
primer L-strand primer | Jacaiion ( primer H-strand primer location (length of 
name sequence (5 - 3). (57537): пате ? seqnence (5 - 3*1] (5'-3')] барше 
amplified) 
ЈЕ САСАСАСАССЕСТЕСТААС 516 ~ 534 IR gATATgAAgCACCECCAgg 1190 - 1172 675 
2F gAACACTACgAgCCACAgC 1138 - 1156 2R TCATCTTTCCCTTgCggTAC 1801 ~ 1782 664 
ЗЕ ААТТЕАА АССТЕСЕСААТАр 1756 ~ 1776 3R TEgAgCATECCTg Tg TTggg 2444 ~ 2426 689 
4F ACCA ACAAgTCATTATTACCC 2395 ~ 2415 4R TgA ACTCAgATCA CgTAggAC 3074 - 3054 680 
5F БЕАТСАРЕАСАТСССРАТЕ 2995 ~ 3013 5R AA CgaCTAggCTAgAggTg 3645 ~ 3627 651 
6F TAgCTCTCACCATCgCTC 3536 ~ 3553 ôR BATTgTAATggeTATggÀgAC 4239-4219 704 
ЈЕ TCCTACCACTCACCCTAgC 4184 ~ 4202 7R ЕТСАТЕТБАБА AgAAgCA 4869-4852 686 
ЗЕ CACCCCTCTgACATCCgg 4832 ~ 4849 BR AgTATTgCAACTTACTgAgg 5570 ~ 5551 739 
9F AATACAgACCAAgAgCCTTC 5526 ~ 5545 9R EREAAACECCATATCgazg 6188 ~ 6171 663 
10Е TACCCATCATAATCggAgeC 6115 - 6134 10R AATATATggTgTgCTCACACg 6781 - 6761 667 
ПЕ CTATgATATCA ATTggCTTCC 6730 ~ 6750 IR BRCATCCATATAgTCACTCC 7398 ~7379 669 
12F CCTAATAgTAgAAgAACCCTC 7349 - 7369  I2R СТСЕАТТЕТСААСЕТСААЕЕ 8009 ~7990 _ 661 
13F ATTATTCCTAgAACCAgaCE 7960-7979  I3R TgA TEAgATATTTggA ggTgg 8641 ~ 8621 682 
14F ACAATCCTAggCCTACCCE 8563 ~ 8581 I4R gATAggCATgTg ATTggTgg 9231-9212 669 
15F AGCCTCTACCTgCACgAC 9181-9198  I5R SEATgAAgCAgATAgTgAgg 9867-9848 687 
16F ACTTCACgTCATTATTggCTC 9821 ~ 984! I6R AgTgAgATgg TA AATgCTAg 10516 ~ 10497 696 
17F CTgAACCgAATTggTATATAg 10394-10414 176 TCgTgATAgTggTTCACTgg 11032-11013 639 
18F ACAATCATggCA AgCCAACg 10985 ~ 11004 — I8R TTATgAgAATgACTgCgCCg 11708 ~ 11689 724 
19Е AgCCACATAECCCTCETAE 11633 ~ 11651 198 TggTTATAgTAgTgTgCATgg 12361 ~ 12341 729 
20Е CTATCCATTggTCTT ÀggC 12284 ~ 12302 20R TITgCCTgCTgCTgCTÀgg 13005 ~ 12987 722 
МЕ CgCTAATCCAAgCCTCACC 12951 ~ 12969 21R TATTCgAgTgCTATAggCgC 13614 - 13595 664 
22F TTACTCTCATCgCTACCTCC 1356$ ~ 13587 228 gETTgATTCgggAggATCC 14276 -14258 709 
2ЗЕ CCATAATCATACAAAgCCC 14227 ~ 14246 ?3R gITgAggCgTCTggTgAg 14928 ~ 14911 702 
24F ACTACAAgAACACCAATgACC — 14732-14752 248 TgTAgTA AgggTggA AggTg 15419 ~ 15400 688 
25F TAggAATCACCTCCCATTCC 15372 ~ 15391  25R ETCAATACTTpggTggTACC 16067 ~ 16048 696 
DIF AATgggCCTgTCCTTgTAG 15879 ~ 15897 DIR AACgTgTeggCTATTTAgeC 16545 ~ 16526 667 
D2F CgACATCTggTTCCTACTTC 16495 ~ 16514  D2R CTggTT AggCTgg Tg TTÀ др 389-370 446 
D3F CgCTTCTggCCACAgCAC 315 - 332 D3F geTetggCTAgaCTAAgC 803-786 489 


www. реп. етогу. edu/cgi-bin/MITOMAP) , 其 中 列举 
了 很 多 已 报道 的 mDNA 的 正常 多 态 以 及 致 病 多 态 。 
由 于 世界 人 群 中 确定 的 主要 单 倍 型 类 群 之 间 的 系统 
发 育 和 分 化 关系 并 不 十 分 清楚 ,确定 各 类 群 的 分 化 
关系 ,更 准确 地 界定 各 种 单 倍 型 类 群 的 年 龄 ,需要 一 
批 世 界 范围 内 的 代表 人 群 的 全 序列 信息 .这 也 是 继 
续 测定 一 批 mtNDA 全 序列 工作 的 重要 性 和 意义 所 
在 ,而 且 这 项 工作 也 有 助 于 我 们 获得 现代 人 群 迁移 
历史 和 更 详细 的 mtDNA 进化 的 信息 。 

剑桥 标准 序列 的 测定 是 在 1981 年 ,并 且 在 测定 
时 参照 了 牛 的 序列 。 当 时 技术 上 的 局 限 导 致 序列 可 
能 误 读 的 情况 是 存在 的 ,而 且 , 标 淮 序列 中 存在 的 稀 
少 突变 位 点 也 使 得 它 在 使 用 参照 上 “不 标准 "。An- 
drews et Qf .(1999) 重 新 测定 了 当初 的 胎盘 mtDNA 
(placental mtDNA ) 样 品 。 重 新 分 析 的 结果 表明 , 标 
准 序列 中 总 体 上 的 错误 频率 约 为 0.07%, 这 在 一 方 
面 也 证 实 了 Sanger 和 其 同事 工作 的 卓越 性 。 表 4 列 
出 了 Andrews et al .(1999) 使 用 的 28 对 重合 扩 增 引 


物 。 所 有 对 引物 的 扩 增 条 件 类 似 : 在 94 乞 变性 1 
min , 58928 Х 1 min,72 和 延伸 1 min, 进 行 30 循环 后 
在 72 乞 充分 延伸 8 min; 序 列 测定 时 参照 一 般 克 隆 测 
FA PCR 片段 直接 测序 的 方法 。 

相对 其 他 方法 来 说 ， 全 序列 测序 能 提供 精确 的 
信息 ， 但 在 实际 操作 中 花费 和 开销 较 大 。 所 以 ， 在 
测序 时 选择 一 些 重要 个 体 而 非 盲目 测序 可 能 会 更 好 
一 些 。 如 讨论 线粒体 单 倍 型 类 群 之 间 的 进化 关系 ， 
选择 属于 不 同 单 倍 型 类 群 的 个 体 可 能 会 更 有 利于 解 
决 问题 ; 确认 某 种 线粒体 疾病 的 可 能 致 病因 ， 选 择 
的 对 象 应 是 家 系 中 的 典型 患者 。 


一 些 其 他 方法 


除了 上 述 基于 mDNA 变异 的 检测 方法 外 ,还 有 
其 他 一 些 也 是 基于 mtDNA 变异 的 检测 方法 .如 通过 
DNA $$ HE tE R A HT (denaturing gradient gel elec- 
trophoresis ,DGGE) 来 判别 mtNDA 第 1 高 变 区 序列 的 
变异 情况 ,这 种 方法 还 可 以 比较 灵敏 地 显示 第 1 高 
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变 区 序列 中 存在 的 异 质 性 (heteroplasmy ) (Steighner 
et al . „1999; Tully et al. ,2000). Tully et al. (2000) 
使 用 这 种 方法 检测 到 一 般 的 PCR 产物 直接 测序 所 
不 能 显示 的 异 质 性 ,并 且 证 实 mtDNA 第 1 高 变 区 序 
列 中 存在 较为 普遍 的 异 质 性 现象 ， 另 外 ,近期 还 有 
使 用 63 ЗЕ ECBEU HE mDNA 全 序列 并 进行 构 
象 敏感 凝 胶 电 泳 分 析 (confonmation-sensiiive gel elec- 
trophoresis, CSGE ) ( Finnila et al., 2000), van den 
Bosch et al . 《2000) 还 应 用 变性 高 效 液 相 色谱 方法 
(denaturing high performance liquid chromatography ) 
来 分 析 mIDNA 序列 中 的 变异 情况 。 相对 而 言 , 这 些 
方法 在 使 用 上 较 限 制 性 酶 切 分析 要 稍微 复杂 一 些 ， 
而 且 有 些 结果 需 依 圈 克隆 测序 的 证 实 , 但 这 些 方 法 
在 显示 mIDNA 序列 的 信息 ,尤其 是 某 些 患 有 线粒体 
疾病 的 序列 中 的 异 质 性 和 进行 大 规模 某 一 突变 筛选 
时 作用 较 大 。 具体 做 法 请 参阅 相关 文献 ,这 里 不 作 
та. 


8 小 


由 于 来 自 mDNA 序列 变异 的 分 析 结 果 可 有 助 


于 钻 明 一 些 线粒体 疾病 的 致 病原 因 ， 解 决 法 医 鉴定 
上 的 难题 和 有 关 民 族 历 史 人 群 源流 的 争论 ， 对 mD- 
NA 的 研究 仍然 还 会 是 一 个 热门 课题 ,还 会 有 更 多 
的 新 的 检测 方法 产生 和 应 用 。 就 目前 而 言 ， 在 诸多 
的 有 关 其 变异 的 检测 方法 中 ， 限 制 性 酶 切 和 直接 测 
定 序 列 分 析 是 使 用 最 多 、 最 广 的 方法 . 其 他 的 一 些 
方法 无 非 是 追求 更 经 济 更 有 效 ， 或 检测 上 更 灵敏 更 
简单 易 行 。 在 具体 工作 中 ， 要 结合 工作 实际 ,选择 
经 济 有 效 的 方法 来 达到 研究 的 目的 和 意图 另外， 
由 于 线粒体 独特 的 遗传 特性 ， 依 据 线 粒 体 数据 进行 
系统 发 育 分 析 也 可 验证 得 到 的 变异 的 可 靠 性 ， 判 别 
出 序列 中 的 碱 基 误 读 ，。 最 近 ，Bandell etal. (2001) 
总 结 了 前 人 工作 中 对 于 mtDNA 序列 误 读 的 种 种 情 
UL. 并 由 此 提出 一 些 对 策 。 相 人 入 我 们 在 注意 到 这 些 
情况 后 ， 会 在 开始 mDNA 研究 工作 前 更 加 谨慎 ， 
在 工作 中 少 犯 一 些 不 必要 的 错误 ， 
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Methods and Thoughts on Detecting Nucleotide Variations 
in Human Mitochondrial DNA 


МАО Yong-Gang KONG Qmng-Peng ZHANG Уа-Ртат 
( Laboratory of Cellular and Molecular Exolution , | Kunnang Instuute of Zoology , 
ihe Chinese Academy of Suences, Kunming 650223, China) 


Abstract: Mitochondrial DNA variation analyses have 
been extensively used in the past two decades, mainly 
on tracing the origin and migration pattern of human 
populations, the molecular mechanism of mitochondrial 
diseases as well as on forensic identification, In this 
paper, we reviewed many ordinary methods that were 
used for human mtDNA mutation. typing, such as 
RFLP, S30, and contro] region sequencing, with 
special emphasis on the thoughts on choosing which 


method to detect mutations. By grouping the recent 
phylogenetic results. about human mtDNA, we listed 
specific variation sites and corresponding primers for 
major haplogroups identification in the world. The ap- 
proach that work with control region data for stable mo- 
tifs of haplogroups supplemented by additional diagnos- 
tic site confirmations Бу RFLP or sequencing in coding 
regions should be a main method in the future study 


about human mtDNA lineages. 


Key words: mtDNA; RFLP; 550; Control region; Haplogroup; Thoughts 
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《中 国 蝇 类 》 简介 


《中 国 蝇 类 》 上 、 下 册 ， 由 薛 万 琦 Bb A EK. 辽宁 科学 技术 出 版 社 出 版 发 行 。2000 年 4 月 AA, RKRN 
《科学 时 报 》 扎 文 ， 指 出 该 书 为 我 国 双 起 目 屁 虫 的 一 部 经 典 性 著作 。 

该 书 主要 记述 了 中 国 量 类 30 科 ，660 属 ，4209 种 ， 其 中 报告 了 5 个 新 属 ，268 个 新 种 ，4 个 新 亚 种 ，135 个 新 纪录 种 。 
主要 记述 了 蝇 类 的 基本 形态 特征 、 生 物 学 特性 、 经 济 意义 、 防 治 和 利用 前 有 景 。 按 分 类 系统 排列 各 科 ， 其 后 附 有 参考 文献 和 
XXE. 编写 了 科 、 属 、 种 的 检索 表 ; 技 属 、 种 的 学 名 岩 序 分 别 列 出 属 、 种 的 文献 出 处 、 民 名、 特征 、 分 布 、 生 态 # 
主 、 亲 缘 关 系 和 经 济 意义 。 全 书 有 黑白 形态 图 653 幅 ， 彩 色 全 形 图 3238 (269 种 )， 附 有 中 名 和 拉丁 学 名 索引 。 

该 书 反映 了 中 国 蝇 类 资源 、 分 类 系统 和 区 系 研究 的 最 新 成 果 ， 具 有 重要 的 学 术 意义 和 应 用 价值 。 适 用 于 农林 保护 р 
"EB. 、 海 关 检 疫 、 环 境 保护 等 部 门 ， 以 及 兽医 昆虫 学 、 寄 生 虫 学 、 人 经济 尾 虫 学 和 媒介 生物 控制 工程 等 学 科 的 科研 、 教 学 
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EI 
《沈阳 师范 大 学 昆虫 研究 所 110034  xwqfly G sina com.cn) 


